原发免疫性血小板减少症（ITP）是最为常见的良性出血性疾病。ITP患者血小板数量减少与出血严重程度并不完全相关。虽然血小板计数低于20×10^9^/L时患者更可能出现严重出血，但有些血小板计数高于20×10^9^/L的患者仍有出血表现，而有些血小板计数极低的患者却无出血表现。因此，ITP患者出血程度不能单独用血小板计数解释。我们前期研究结果显示血小板聚集功能与ITP患者出血程度相关[@b1]，我们推测血小板活化状态与ITP患者的出血程度相关。本研究中，我们采用流式细胞术检测ITP患者血小板膜糖蛋白（GP）Ⅰb、GPⅡb/Ⅲa和P选择素表达，探讨血小板活化和出血程度之间的关系。

病例与方法 {#s1}
==========

1．研究对象：2014年12月至2015年3月于中国医学科学院血液病医院门诊或住院治疗的ITP患者43例纳入研究。男21例，女22例；中位年龄44（18\~68）岁，中位PLT 15（2\~99）×10^9^/L。参照文献[@b2]标准进行诊断。以20名健康志愿者作为正常对照组，男8名、女12名，中位年龄41（22\~65）岁，中位PLT 183（118\~238）×10^9^/L。本研究经医院伦理委员会批准，患者均知情同意。

2．出血评分方法：运用2013年ITP国际工作组（IWG）制定的ITP特异性出血评价工具（ITP-BAT）1.0版[@b3]对患者进行出血评分，出血症状包括皮肤（S）、黏膜（M）、器官（O）三项指标，得出SMO评分值，用SMO评分值界定不同程度的临床出血情况，严重出血（影响生命体征）：O≥3；大量出血：M≥3；中度出血：S=3、M=2、O=2；轻度出血：S\<3、M=1、O=1；无症状：S=0、M=0、O=0。由2名血液科医师完成所有ITP患者的出血评分。

3．标本采集：抽取ITP患者肘静脉血2\~4 ml，取2 ml全血加入EDTA抗凝管，用于未成熟血小板比例（IPF）测定；取全血1 ml加入枸橼酸钠抗凝管，用于流式细胞术测定GPⅠb、GPⅡb/Ⅲa、P选择素。正常对照组同法采集外周静脉血标本。

4．流式细胞术检测血小板GPⅠb、GPⅡb/Ⅲa、P选择素表达水平：取1 ml枸橼酸钠抗凝血，轻轻混匀后静置，离心10 min（150×*g*）取富含血小板血浆，Falcon管内血小板计数用PBS调整至1×10^7^/ml，加入20.0 µmol/L二磷酸腺苷（ADP），立即旋涡1 s混匀，室温24 °C，激活时间5 min[@b4]。CD61-PerCP（美国Biolegend公司产品）和侧向散射角双参数确定血小板群，实验管加入CD42b-APC（美国Biolegend公司产品）、CD62p-PE（美国Biolegend公司产品）、PAC-1-FITC（美国BD Biosciences公司产品），对照管加入同型对照IgG1抗体（美国Biolegend公司产品）和GPⅡb/Ⅲa受体拮抗剂（RGDS）（美国BD Biosciences公司产品），4 °C避光孵育45 min，PBS洗涤2次，最后加300 µl PBS重悬，上流式细胞仪检测。GPⅠb、GPⅡb/Ⅲa、P选择素的表达分别以CD42b、PAC-1、CD62p的平均荧光强度表示。

5．IPF测定：收集EDTA抗凝静脉血2 ml，在6 h内采用Sysmex XE-5000血液分析仪检测IPF（自动进行模式）。网织血小板中的RNA在网织红细胞通道内被核酸荧光染料染色，再用XE-pro IPF master软件根据荧光强度和前向角散射光强度在网织红细胞散点图上较高荧光强度的区域圈出网织血小板，通过分析得到IPF。

6．统计学处理：采用SPSS19.0进行数据分析。符合正态分布计量资料的组间比较采用*t*检验及配对*t*检验。各指标与出血分级之间的关系采用多元有序回归分析。采用二元回归法分析各指标与中度以上出血风险的相关性，计量资料间相关性采用Pearson线性相关分析。*P*\<0.05为差异有统计学意义。

结果 {#s2}
====

1．ITP患者血小板活化指标：ITP患者激活前血小板GPⅠb表达低于正常对照组（*t*=2.417，*P*=0.020），GPⅡb/Ⅲa、P选择素表达高于正常对照组（*t*=4.130，*P*\<0.001；*t*=2.070，*P*=0.043）；ITP患者和正常对照组ADP激活后血小板P选择素、GPⅡb/Ⅲa表达均高于激活前（*P*\<0.05），GPⅠb表达均低于激活前（*P*\<0.05）；ADP激活后ITP患者血小板GPⅡb/Ⅲa表达高于正常对照组（*t*=5.256，*P*\<0.001）,而P选择素和GPⅠb表达低于正常对照组（*t*=3.901，*P*\<0.001；*t*=2.070，*P*=0.043）。ADP激活前后血小板GPⅡb/Ⅲa和P选择素表达比值在ITP患者和正常对照组间差异有统计学意义\[（2.58±1.21）%对（7.75±3.57）%，*t*=7.297，*P*\<0.001；（2.97±2.19）%对（10.12±9.37）%，*t*=4.084，*P*\<0.001\]；两组间GPⅠb表达比值差异无统计学意义\[（0.79±0.59）%对（0.78±0.39）%，*t*=0.005，*P*=0.995\]。ITP患者ADP激活前后血小板GPⅡb/Ⅲa、P选择素、GPⅠb表达比值和激活前表达呈负相关（*P*=0.001，*r*=−0.540；*P*=0.002，*r*=−0.524；*P*=0.010，*r*=−0.434）。详见[表1](#t01){ref-type="table"}。

###### ITP患者ADP激活前后血小板活化指标GPⅠb、GPⅡb/Ⅲa和P选择素表达（平均荧光强度，*x*±*s*）

  组别       例数   GPⅠb              GPⅡb/Ⅲa           P选择素                                                                              
  ---------- ------ ----------------- ----------------- --------- -------------- --------------- --------- --------------- ----------------- ---------
  ITP        43     240.11±24.93      149.06±19.14      0.022     65.69±10.73    133.96±12.17    \<0.001   15.43±1.41      37.09±3.94        \<0.001
  正常对照   20     295.11±22.15^a^   205.73±21.00^b^   0.044     7.16±0.99^c^   39.67±4.99^d^   \<0.001   12.55±1.03^e^   109.77±23.66^f^   \<0.001

注：ITP：原发免疫性血小板减少症；ADP：二磷酸腺苷；GP：血小板膜糖蛋白。与ITP组比较，^a^*t*= 2.417，^a^*P*=0.020，^b^*t*= 2.070，^b^*P*=0.043，^c^*t*= 4.130，^c^*P*\<0.001，^d^*t*= 5.256，^d^*P*\<0.001，^e^*t*= 2.070，^e^*P*=0.043，^f^*t*= 3.901，^f^*P*\<0.001

2．ITP患者血小板活化指标与血小板计数、IPF的相关性：ITP患者中位IPF为21.1%（4.4%\~44.7%），中位PLT为15（2\~99）×10^9^/L，血小板计数与IPF呈负相关（*r*=−0.475，*P*=0.011）。ADP激活后GPⅠb表达、ADP激活前P选择素表达、ADP激活后P选择素表达、ADP激活前后GPⅠb表达比值、P选择素表达比值与血小板计数显著相关（*P*\<0.05），ADP激活后P选择素表达、ADP激活前后P选择素表达比值与IPF显著相关（*P*\<0.05）。详见[表2](#t02){ref-type="table"}。

###### ITP患者血小板GPⅠb、GPⅡb/Ⅲa、P选择素与血小板计数、未成熟血小板比例的相关性分析

  血小板活化指标               血小板计数   未成熟血小板比例           
  ---------------------------- ------------ ------------------ ------- --------
  ADP激活前GPⅠb表达            0.761        0.057              0.354   −0.182
  ADP激活后GPⅠb表达            0.024        −0.404             0.468   0.143
  ADP激活前后GPⅠb表达比值      0.017        −0.424             0.065   0.354
  ADP激活前GPⅡb/Ⅲa表达         0.174        −0.255             0.207   0.151
  ADP激活后GPⅡb/Ⅲa表达         0.863        −0.032             0.547   0.119
  ADP激活前后GPⅡb/Ⅲa表达比值   0.324        0.018              0.172   −0.165
  ADP激活前P选择素表达         0.045        −0.378             0.846   0.038
  ADP激活后P选择素表达         0.002        0.536              0.011   −0.472
  ADP激活前后P选择素表达比值   \<0.001      0.639              0.037   −0.396

注：ITP：原发免疫性血小板减少症；ADP：二磷酸腺苷；GP：血小板膜糖蛋白

3．ITP患者血小板活化指标与出血程度的相关性：43例患者根据ITP-BAT评分结果进行出血分级：无症状12例，轻度出血16例，中度出血9例，大量及严重出血6例。血小板计数、IPF在不同出血程度之间差异均有统计学意义（*P*=0.001、*P*=0.020）。

ADP激活前血小板P选择素表达在不同出血程度患者之间差异有统计学意义（*P*=0.040）（[表3](#t03){ref-type="table"}）。中度以上出血患者血小板P选择素表达高于轻度出血和无症状患者（20.20±8.54对13.16±6.57，*t*=2.526，*P*=0.017）。ADP激活后血小板P选择素、GPⅠb表达在不同出血程度患者之间差异有统计学意义（*P*=0.006、*P*=0.001）（[表3](#t03){ref-type="table"}）。中度以上出血患者ADP激活后血小板P选择素表达低于轻度出血和无症状患者（25.6±9.27对42.56±24.27，*t*=2.802，*P*=0.009），而中度以上出血患者GPⅠb表达高于轻度出血和无症状患者（121.73±61.25对46.19±23.42，*t*=3.771，*P*=0.003）。

###### ADP激活前后ITP患者血小板GPⅠb、GPⅡb/Ⅲa、P选择素表达与出血程度的相关性（平均荧光强度，*x*±*s*）

  组别             例数   GPⅠb           GPⅡb/Ⅲa        P选择素                                    
  ---------------- ------ -------------- -------------- -------------- -------------- ------------ ------------
  无症状           12     129.36±24.94   41.97±6.83     46.00±7.08     129.36±24.94   12.94±2.54   54.52±9.27
  轻度出血         16     116.39±20.46   49.35±7.45     45.83±5.72     116.39±20.46   13.33±1.73   33.59±5.02
  中度出血         9      126.38±28.26   127.10±18.94   121.55±39.43   126.38±28.26   19.71±3.85   25.43±3.54
  大量及严重出血   6      92.03±35.04    120.86±46.00   109.20±54.80   90.03±35.04    21.33±2.18   26.66±6.36
                                                                                                   
  *P*值                   0.611          0.001          0.082          0.109          0.040        0.006

注：ITP：原发免疫性血小板减少症；ADP：二磷酸腺苷；GP：血小板膜糖蛋白

4．ITP患者ADP激活前后血小板活化指标比值与出血程度的相关性：ADP激活前后ITP患者血小板P选择素、GPⅡb/Ⅲa、GPⅠb表达比值在不同出血程度患者之间差异有统计学意义（*P*=0.003、*P*=0.001、*P*=0.003）（[表4](#t04){ref-type="table"}）。中度以上出血患者ADP激活前后P选择素、GPⅡb/Ⅲa表达比值低于轻度出血和无症状患者\[（1.51±1.01）%对（3.66±2.27）%，*t*=3.634，*P*=0.003；（1.36±0.62）%对（3.16±0.97）%，*t*=5.332，*P*\<0.001）\]。中度以上出血患者ADP激活前后GPⅠb表达比值高于轻度出血和无症状患者\[（1.34±0.68）%对（0.53±0.29）%，*t*=3.568，*P*=0.006\]。

###### ADP激活前后ITP患者血小板GPⅠb、Ⅱb/Ⅲa及P选择素表达（平均荧光强度）比值与出血程度的相关性（%，*x*±*s*）

  组别             例数   GPⅠb        GPⅡb/Ⅲa     P选择素
  ---------------- ------ ----------- ----------- -----------
  无症状           12     0.44±0.24   3.40±1.04   4.74±2.43
  轻度出血         16     0.59±0.32   2.98±0.92   2.84±1.85
  中度出血         9      1.37±0.73   1.27±0.60   1.62±1.19
  大量及严重出血   6      1.25±0.70   1.56±0.72   1.22±0.37
                                                  
  *P*值                   0.003       0.001       0.003

注：ITP：原发免疫性血小板减少症；ADP：二磷酸腺苷；GP：血小板膜糖蛋白

5．ITP患者血小板活化指标与中度以上出血风险的相关性：与出血程度相关的因素包括：ADP激活后GPⅠb表达，ADP激活前P选择素表达，ADP激活后P选择素表达，ADP激活前后GPⅠb、P选择素、GPⅡb/Ⅲa表达比值。评估这些指标与中度以上出血风险的相关性，结果显示：ADP激活前后GPⅠb表达比值是ITP患者中度以上出血的正性影响因素\[*OR*=3.05（95% *CI* 1.29\~7.24），*P*=0.011\]；ADP激活前后P选择素、GPⅡb/Ⅲa表达比值是ITP患者中度以上出血的负性影响因素\[*OR*=0.32（95% *CI* 0.12\~0.85），*P*=0.023；*OR*=0.04（95% *CI* 0\~0.39）, *P*=0.006\]。

讨论 {#s3}
====

ITP患者出血的严重程度与血小板计数减少并非呈正相关，有的患者血小板计数尽管很低但不出血或出血并不严重。我们最近的临床研究发现ITP患者外周血IPF和血小板聚集功能与患者出血程度相关，提示血小板功能在ITP患者出血过程中发挥一定的作用[@b1]。本研究进一步证实了血小板活化状态与ITP患者出血情况存在相关性。

血小板的黏附、聚集和活化功能在血小板止血过程中起重要作用，其功能发挥均依赖其表面膜糖蛋白功能而实现。血小板表面GPⅠb-Ⅸ、GPⅡb/Ⅲa、P选择素均参与了血小板的聚集、活化和黏附功能，反映了体内血小板的功能及活化状态。PAC-1（血小板糖蛋白Ⅱ b/Ⅲa受体）是血小板活化时GPⅡb/Ⅲa暴露的纤维蛋白原结合位点。P选择素在血小板活化时随着颗粒内容物的释放而与质膜融合，能持久地存在于活化血小板表面。GPⅠb在血小板活化后由膜表面进入开放管道系统或裂解，使其表达水平降低[@b5]。本研究结果显示ITP患者外周血中血小板膜表面P选择素和GPⅡb/Ⅲa表达增高、GPⅠb表达减低，提示ITP患者血小板内在活性增高，其促凝功能增强。Olsson等[@b6]研究显示，ITP患者自身抗体可以通过Fc依赖的形式与血小板上FcgRⅡ受体结合而诱导血小板活化信号或通过Fc非依赖形式促进血小板活化。另外，ITP出血患者血管内皮损伤后胶原暴露也可导致血小板活化[@b7]。我们进一步研究发现ITP患者和正常对照ADP激活后血小板P选择素和GPⅡb/Ⅲa表达增高、GPⅠb表达减低，但是ADP激活前后ITP患者血小板GPⅡb/Ⅲa和P选择素表达比值低于正常对照组；ITP患者ADP激活前后P选择素、GPⅡb/Ⅲa、GPⅠb表达比值均与激活前表达水平呈负相关，以上结果提示ITP患者血小板经体外ADP诱导后的活化反应明显减弱，激活前血小板P选择素、GPⅡb/Ⅲa表达越高或GPⅠb表达越低，经ADP诱导后的活化反应越弱，推测原因：①ITP患者血小板表面P选择素、GPⅡb/Ⅲa、GPⅠb表达异常，说明ITP患者体内血小板已经处于活化状态，且接近活化界值，对于体外ADP刺激活化的反应减弱[@b4]。②P选择素、GPⅡb/Ⅲa、GPⅠb表达异常的血小板其表面ADP受体和ADP下游凝血酶信号途径抑制，导致ADP激活反应减弱[@b8]。

本研究结果显示ITP患者激活前血小板P选择素表达与血小板计数呈负相关，与Panzer等[@b9]研究结果一致，提示血小板胞质内的颗粒膜糖蛋白P选择素暴露在膜表面作为一种代偿机制，以减少因血小板数目少而发生出血的风险。Psaila等[@b10]研究认为血小板对ADP的反应不受血小板计数的影响，但我们研究发现ADP激活后GPⅠb、P选择素表达与血小板计数相关，具体原因有待进一步研究。

ITP患者IPF增高，反映了ITP患者血小板生成能力代偿性增加，未成熟血小板在外周血中发挥止血作用[@b1]。血小板完全活化后会发生构象变化，导致膜表面出现GPⅠb-Ⅸ、GPⅡb/Ⅲa变化，我们研究发现IPF与GPⅡb/Ⅲa、GPⅠb表达无相关性，而与P选择素表达相关，说明成熟血小板较未成熟血小板活化后更容易发生构象改变，可能因为未成熟血小板代偿性通过增加膜表面P选择素来增强血小板功能，导致构象改变能力减弱[@b8]。

本研究中ITP患者激活前血小板P选择素表达和出血程度相关，而GPⅡb/Ⅲa、GPⅠb表达与出血程度无相关，与van Bladel等[@b11]研究结果一致。分析原因：①严重出血患者通过增加血小板聚集、活化和黏附功能发挥止血作用。完全活化的血小板膜表面表达P选择素和GPⅡb/Ⅲa，通常分布于血管壁周围以保持血管完整性，外周血循环较少。②血小板完全活化后发生的构象变化不是持续的，很快就恢复静息状态，而血小板可以继续吸附血浆中脱落的P选择素[@b8]。中度以上出血患者与轻度出血和无症状患者比较，ADP激活后血小板表面GPⅠb、P选择素表达及ADP激活前后P选择素、GPⅡb/Ⅲa、GPⅠb表达比值的差异均有统计学意义，提示出血较重患者体外ADP诱导的血小板活化反应减弱，可能的原因：①出血较重患者因出血量大和血小板严重减少导致体内血小板代偿性的过度活化，体外对激活剂反应减弱。②出血较重患者体内高滴度抗体和炎症因子干扰了血小板的功能[@b12]。我们通过回归分析发现ADP激活前后P选择素、GPⅠb、GPⅡb/Ⅲa表达比值与中度以上出血风险相关，P选择素、GPⅡb/Ⅲa表达比值越大严重出血风险减少，GPⅠb表达比值越大严重出血风险增加，进一步证实ITP患者血小板体外活化功能缺陷、血小板黏附和聚集代偿性增强能力的减弱与出血程度相关。

本研究结果初步表明，血小板活化指标能比较准确地反映ITP患者出血程度，可以作为干预和疗效观察指标。本研究病例数较少，血小板活化指标对于ITP患者出血风险的预测价值尚需进一步临床研究加以验证。

[^1]: 吕明恩（现在南京医科大学附属苏州市立医院血液科，215002）
